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最近 ， 非 常 に よ く 洗浄 し た ラ ッ ト 大脳皮質膜標晶 を用 い た レ セ プ タ ー 結合 実験 に お い て ，
N － m ethyl－ D－a SpartateくN M D AllphencyclidineくP C Pl レ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体 に 低濃度の
M g
2 ＋ に 対 して 高い 親和性 を有 し， 仁3Hコ N－11－E2－thie nylコcyclohe xyll－3， 4－piperidin eくE
3
HコT C Pl結合
を促進す る部位く高親和性 M g
2十結合部位1 が存在 す る こ と が 掛昌さ れ て い る ． ま た ， こ の 高親和性
M g
2＋ 結合部位 はグル タ ミ ン 酸結合部位くある い は N M D Aレ セ プ タ ー 1や グ リ シ ン結合部位 と の間 に何
ら か の 機能的な相関 を有す る こ とが 示 唆 され てい る ． そ こ で 本研究で は ， 非常 に よ く 洗浄 した ラ ッ ト大
脳皮質膜標品に 対す るE3HコT C P結合 を指標 と して ， N M D AIP C Pレ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体
に お け る高親和性 M g
2 ＋結合 部位の性質 を競合的N M D Aア ン タ ゴ ニ ス トお よ び選択的グリ シ ン ア ン タ
ゴ ニ ス ト を用 い て 調 べ た ． 競合 的N M D A アン タ ゴ ニ ス ト で あ る 3一くく士1－2－C arboxy piper a zinヰ yl －
pr op yl－l．pho sphonic a cidくC P Pl， D－2－a min o．5．pho spho n ope nta n o ate くD－AP 5J お よ び 2－a min o－7－
pho sphon ohepta n o ate くD， L－ A P 71 の 1JL M L． グル タ ミ ン 酸 ， 1JL M グリ シ ン お よ び 300JJ M Mg
2十 に
よ る L3HコT C P結合清性化 に 対 す る影響 を検討 し た と こ ろ ． い ずれ の N M D A アン タ ゴ ニ ス ト も それ ぞ
れ 濃度依存性 に L3HコT C P結合活性化 を完全 に抑制 した ． しか も ， N M D A アン タ ゴ ニ ス ト の い ずれ も
低濃度の M g2＋ に よ る C3HコTCP 結合 の活性化 を最も強く抑制 し ， そ の 順序 は ， M g
2＋iグ リ シ ン ン
L－ グル タミ ン酸 であ っ た ． 1jL M L－ グル タミ ン 酸1JL M グリ シ ン お よ び 300JL Mg
2十
に よ っ て活性化さ
れ る E3HコT CP 結合 に 対 す る 選択 的グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 6， 7－dichlo r oquin o x alin e－2，
3－dion eくD CQXJ， 7． chlo r okyn u re nic a cidく7－CI K Y N Al お よ び 3－ a min o
－1－hydr o xy－2－p yr r Olido n e
くHA－961の 作用 は以 下 の 通 り で あ っ た ． D CQX は L－ グル タ ミ ン酸 お よ び M g
2＋ に よ るE3HコT C P結合
活性化 に 対す る 抑制 に 比 べ て グ リ シ ン に よ っ て 活性化 さ れ る L3HコT C P結合 を最 も強 く抑制 し た ．
H A－966 はグリ シ ン お よ び M g
2＋
に よ っ て活性化さ れ る E3HコT C P結合 を同程度 に 抑制 した が ， Lr グル
タ ミ ン 酸に よ る 仁3HコT CP 結合の活性化 に 対 して抑制 を 示 さ な か っ た ． 7－CIK Y N Aは L－ グル タ ミ ン
軌 グリ シ ン お よび M g
2＋ に よ っ て 活性化 され る E3HコT C P結合 を同程度に 抑制 した ． 以 上 の 結果は ，
N M D AIPCP レ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体 に 高 那 口性 Mg
2 ＋結合部位 が存在 す る と い う推論 を強
く支持す る知見であり ， ま た 同部位が競合的 N MD Aア ン タ ゴ ニ ス ト結合部位と機能的に き わ め て密接
な相互調節作用 を有 す る こ と を 示唆 し て い る ． さ ら に 高親和性 Mg
2＋ 結合部位がグリ シ ン 結合部位 との
間に も 緊密 な相互調節作 用 を有 す る こ と が推測 され る ．
Eey w o rds NM D AIP C Pr ec eptor io n cha n n el c omplex， E
3 HコT C P
binding， M g
2＋ binding site， N M D Aa ntago nist， glycin e
a ntago nist
A bbre viatio n s こ7－ CI K Y N A， 7－ Chlorokyn u r enic a cid三 C P P， 3－くく士l－2－ C a rboxy piper a zin －4－y1
prop yl．l－pho spho nic acid こ D－ A P 5， D－2－ a mino
－5－phospho n ope nta n o ate ニ D CQX， 6，7
．
dichlo roquin o x alin e－2，3儀dio n e， i D，し A P 7， 2－ a min o．7－pho sphon oheptan o ate i H A
，966， 3－
N M D AIP CP レ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体
フ ェ ン サ イ ク リ ジ ン くphencyclidin e， P C Plは ， 呼吸
器系や循環器系を抑制 し ない 優 れ た麻酔薬 と し て導入
され た ． と こ ろ が ， 臨床 に 導入 さ れ て間 も な く興奮
．
奇妙な行動． 幻覚 な ど を引き起 こ す こ とが 明 らか と な
り， 麻酔薬と し て 臨床 で 使用さ れ る こ と は な く な っ
た ． 臨床 で の 使 用 が 中止 さ れ る の と 相前後 し て ，
P CP は アメ リ カ合衆国で 一一a ngel du st
7 ，
と呼 ばれ て乱
用され る よ う に な り ， 最近 で は第 2 位 の 乱用 薬物 と
な っ てい る り
2J
．
一 方 ， 長期間の 乱用 は精神分裂病様 の
多彩な臨床像 を呈す る 精神障害 を惹起す る こ と 瑚 や精
神分裂病 を増悪さ せ る こ と が明 ら か と な り句 ， 以 来 ，
精神分裂病 の 新 た な モ デ ル と して 注 目 さ れ る よ う に
な っ て い る
1衿，
■ そ こ で ， P C Pの 中枢薬理 に 関す る研究
が多方面 か ら行わ れ て い るが ， 未だ 一 致 した 見解 は見
い ださ れ て い な い ． しか し， 最近 ， P C Pに 対す る レ セ
プタ ー が脳内 に 広く 分布 し て存在す る こ と が見 い だ さ
れ柵 ， P CP の 中枢作用 は こ の レ セ プ タ ー を介 して発現
するの で はな い か と推測 され ， P C Pレ セ プ タ ー の 特
性を薬理 学的， 分子 生物学的 に 解明 しよ う と す る試み
が行われ て い る2 瑚．
現 在 ， P C Pレ セ プ タ ー に は ， CDN－ m ethyl－D－
aspa rtateくN M D AJレ セ プ タ ー と共役 す る タイ プと e
J レセ プタ ー と共役す る タイ プの 2種類 が想定 され て
いる101． N M D Aレ セ プ タ ー と 共役す る P C Pレ セ プ
タ ー は ， N M D Aレ セ プ タ ー と複合体 を形成 し て い る
イ オ ンチ ャ ン ネ ル 内 に 存在す る と考 え ら れ て お り1 い，
全体と して N M D AIP C Pレ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ
ル 複 合体 くN M DAJP C Pre c epto r io n cha n nel
C O mple幻 と 呼 ば れ て い る ． こ の 複合体 は ， イ オ ン
チャ ン ネ ル 内に存在す る マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン くMg2＋1
結合部位12，13，， N M D Aくあ る い は グ ル タ ミ ン 酸1結合部
位11，， グ リ シ ン結合部位14ト 岬， 亜 鉛イ オ ン くZn
2
り 結合
部位17ト 瑚， ポ リ ア ミ ン 結合部位式服冊 を有 し， そ れ ぞ れ の
間で 相互調節作用 が ある と 考え られ て い る1 2，1鋤191 とト 卿
と こ ろ で ， イ オ ン チ ャ ン ネ ル 内に 存在す る M g2十 結
合部位は電位依存性 くV Oltage－depe nde nt m a n n e rJ に
チャ ン ネ ル を阻 害 し祁ト 32，
，
里 で 標識 した PCP の ア ナ
ロ グ 仁3HjN－く1－ 仁2－thie nylコ cyclohe xyl －3， 4．piperi．
dineくE3HjT C Plの PCP レ セ プタ ー へ の 結合 を 阻害 す
ると考え られ て い る 錮 ． ごく最近 ， 非常に 良く洗浄 し
たラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジ ネ ー ト を用 い た レ セ プ タ ー 結
合実験に お い て
，
30叫 M 以 下の 低濃度 の M g
2＋
を認識
し て仁3HコT C P結合 を活性化 す る 部位 く高親和性
amin o－1－hydr o xy－2－ p yrrOlidoneiE3HコT C P， E3Hコ
881
Mg
2＋ 結合部位1， 即 ち Mg2＋ に 対 する 高親和性結合部
位 の存在が提唱さ れ て い る 瑚 ． こ の 高親和性 M g
2十結
合部位 は ， 仁3HコT C P結合 を活性化す る だ け で な く ．
反 応初期速度 を上昇 させ る こ と ， 仁刊コT C P結合活性
化 はグル タ ミ ン 酸や グリ シ ン に よ る仁3HコTC P結合活
性化 に 対 して相加的 であ る こ と
，
さ ら に M g
2 ＋ に よ る
仁aHコT C P結合 の親和性は グ ル タ ミ ン酸や グリ シ ン に
よ っ て さ ら に 高親和性側 に 移行す る こ と な どが 明ら か
に され て い る
おI
． こ のよ うな知見 は ， 高親和 性 Mg
2＋結
合部位と グ ル タ ミ ン 酸結合部位くあ る い は N M D Aレ
セ プタ ー 一対 や グ リ シ ン 結合部位 抑 と の間 に何 ら か の 機
能的な相関が あ る こ と を示 唆 して い る ． 新た に 見 い だ
され た こ の高親和性 M g2＋結合部位の性質を明 ら か に
する こ と は N M DAJ
IP C Pレ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ
ル 複合体 の 中枢神経系に お ける機能的役割を理 解 する
上 で き わ め て重要で あ る とい える が ， その 詳細 は未だ
十分に 検討 され て い な い ． そ こ で
， 上 述し た グ ル タ ミ
ン 酸結合部位くある い は N M D Aレ セ プ タ ー 1 や グ リ
シ ン 結合部位 との 間に 想定さ れ て い る 機能的相関 を考
える上 で ， 高親和性 Mg
2＋ 結合部位 に 対す る N M D A
ア ン タ ゴ ニ ス トや グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 作用 を検
討す る こ とは 高耗和性 Mg2
＋
結合部位の性質 を解明す
る 一 つ の有力な 手段 に な る と 考え られ る ．
そ こ で 今回 ， ラ ッ ト大脳皮質ホ モ ジネ ー ト に 対す る
E3HコTC P結合 を指標と して ， 競合的 N M D Aア ン タ
ゴ ニ ス ト
3 8，
で あ る 3一くく士ト2－C a rboxy pipe ra zin ．4－ylト
PrOp yl－l－ pho spho nic a cidくCP P139ト 41，， D－2一年min o－




Spho n ohepta n o ate m，L．A P 7I叫 ， グリ シ ン ア ン タ ゴ ニ
ス ト で あ る 6， 7－dichlo r oquin o x alin e－2， 3－dione
くD CQXl朋 ， 7－ Chlor okyn u r e nic a cid く7－CI K Y－
N AJ4714Bl． 3－ a min o心hydr o xy －2－p yr rOlido n e くH A－
9661
49動 を用 い て N M D AIP C Pレ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ
ン ネル 複合体 に お ける 高親和性 Mg2十 結合部位の 性質
を詳細に 検討 し た と こ ろ非常 に 興味あ る結果 を得 た の
で こ こ に 報告 し ， 若干 の 考察 を加 える ．
材料お よ び方 法
I ． 薬 品
本研究 に お い て使用 した薬 品 は次の 通 りで あ る ．
L－ グ ル タ ミ ン 酸 ， グ リ シ ン くSigm a Che mic al
Co mpa ny， St． Lo uis， M O， U．S．A上 C P P， D－A P5，
し A P5， D， L－A P 7， D CQX， 7－CIK Y N A， H A－966
N－く1－E2－thienylコcyclohe xyll－3，4－Piperidin eニ
N M DA， N－ m ethyl－D－ a Spartateニ P C P， phe n cyclidine
882 八
くTo c ris Ne u ramin Ltd． ， Bu ck hurst Hill， U ．K．Iニ
E3HjTCPく47．8 Cilm m ol くNew Engla nd Nu cle ar，
Boston， M A， U ．S ．A ．1IP C P は塩 野義製薬株式会社 伏
阪1 よ り提供 を受 け た ．
工 ． 実験方法
1 ． 膜標品 の 調製
Wistar 系雄性ラ ッ トく150－ 250glを断頭 し ， 直ち に
脳 を取 り出し ， 大脳皮質 を 0．32 Ms u c ro s eで ホ モ ジ
ネ ー 卜 して ， 900xg ， 10分間 ， 4
0
C で遠心 し た ■ 上 清
を再び ホ モ ジ ネ ー 卜 した 乳 20，000Xg ， 20分 間， 4
0
C
で 遠心 し て沈澱部分くP2分酎 を 得た － P2分画中 に 存在
す る 内因性ア ミ ノ酸な どを 可能 な限り除去 す る目的 で
以 下に 述 べ る 操作 を行 っ た ． 先ず ． P2分画 に20倍量の
50m M Tris－ HCl pH 7．6ノ10m M E D T A緩衝液く緩衝
液Aンで ホモ ジ ネ ー トし ， 20，000Xg， 20分 臥 4
0
C で
遠心 ． 洗浄 を行 っ た ． 得 られ た 沈漆 を20倍量の緩衝液
Aで ホ モ ジ ネ
ー トし た後 ， 37
0




















キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い ， 上 述 し た 条件 で 2 回 目の 洗
浄 ． 遠心 し た ． こ こ で 得 られ た 沈津 を2 0倍量 の緩衝液
A で ホ モ ジ ネ ー 卜 し ， ドライ アイ ス を 用 い て凍結 ， 融
解 tfre e zing－tha winglを行い ， 3 回目の 洗浄 ． 遠心し
た ． 最後 に 得 ら れ た 沈漆 は ， 5m M Tris－ H Cl緩衝液





実験当 日 ， 凍結保存 した膜標品 は ， 室温 で 融解した
後 ， 20倍量の 5m M Tris．H E P E S緩衝液くpH7．61を
用 い て 20，000X g， 20分 臥 4
0
Cで 2回目洗浄 一 遠心
し， 結合実験 に 供 し た ．
2 ． E里コT C P結合実験
膜標品く蛋白量 10JL gl は ， 5nM E3HコT C Pお よ び必
要に 応 じた 濃度の賦清剤ある い は阻害剤 と共 に 5mM
Tris－ H E P E S緩衝液くpH 7．61 で23
0
Cに て 1時間イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン した ． イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン は ポリ プロ
ピ レ ン チ ュ ー ブ くFalc o n， NJ， U ．S．A ．1 の 中 で 全体量
Fig． 1． Effe cts of しgluta m ate， glycin e a nd Mg
2＋
on E3HコT C P binding to r at
c 。rtic al m e mbra n e s． くAlこ Effe cts of L．glutam ate a nd glycin e． Fro z en－tha w ed
a nd exten siv ely w a shed rat c o rtical m e mbr a n e s w e rein c ubated with 5nM
亡3HコT C Pa nd in c r e a sing c o n c e ntr ation s of L． gluta m ate く■lo r glycin e くAl
く0－100JL Ml． くBlニ Effe cts of Mg
2＋
． Fr o z en－tha w ed and exten siv ely w a shed r at
c 。rtic al m e mbr a n e s w er ein c ubated with 5 nM E3HコT C Pa nd v a rio u s
c o n c e ntr atio n s of Mg
2＋ く0－1m Ml． T he r esults w e re o n e r epres entativ e
e xpe rim e ntfr o m atle ast thre e sepa r ate e xpe rim ents e a ch r u nin triplic ate．
N M D AIP C Pレ セ プタ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体
200月1 と して行 っ た ■ 反 応は ， イ ン キ エ ペ － シ ョ ン 1
時間後 ， セ ル ハ
ー ベ ス タ ー くM odel M．24 R， Br a ndel，
Gaithe rsbu rg， M D， U ．S ．A ．ン を用 い て Whatm a nG Fノ
C フ ィ ル タ
ー くBr a nde1 上 に 吸引濾過す る こ と に よ り
急速 に終了させ た ． そ の 後， Whatm an G FIC フ ィ ル
タ ー は ， 未結合 の 仁3HコT C Pを除去す る た め に 水冷 し
た 5m M Tris． HE P E S緩衝液 4ml で3 回洗浄 した ．
なお ， Whatm a nG FIC フ ィ ル タ ー は ， 非特異的吸着
を防止 す る た め に 予 め0． 05％ polyethyle ni min e に
15旬 20分間浸 し て使用 した ．
3 ． 放射活性の 測定
L判 T C P結合実験 で 得ら れ た フ ィ ル タ ー は ， 液体
シ ン チ レ ー シ ョ ン 用 バ イ ア ル くBio vialJ くBe ckm an，
F ul1erto n， C A， U ．S ．A．J に 入 れ ， シ ン テ レ 一 夕 ー と し
て Aqu a s olくN E N， Bo sto n， M A， U．S．A ．I3ml を加
え， そ の放射活性を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
くBe ckm a nL S 98001 くBe ckm a nl を用 い て 測定 した ．
特異的結合は30jL M P C P存在下お よ び非存在下の
差と して求 めた ．
4 ． 蛋白量の 測定
使用 した 膜標晶の 蛋白量は ， Lo w ry ら 511の 方 法 に
従っ て測定 した ． 標準 曲線 の 作成に は ウ シ血 清ア ル ブ
ミ ン く岩井化学薬品 ， 東 京I を用 い た ．
5 ． 統計学的処理
実験は ト リプ リ ケ イ トで 行 っ た ． L3HコT C P結合 に
対する N M DA アン タ ゴ ニ ス トお よ び グリ シ ン ア ン タ
ゴ ニ ス の50％阻害を示 す濃度くI C閑Iは H ill プロ ッ トよ
り求め た ． 各実験 を最低 3 回繰 り返 し て 工C甜 の 平 均値
を算出した ． 平均値の 比較に は Student の t一 検定く両
側検卦 を用 い た ． P値 が0．05以 下 を統計学的 に 有意
差あり と した ．
成 績
工
． 大 脳 皮質膜 標品 の 特異的 仁刊コTCP 結合 に 対す
る し グ ル タ ミ ン酸 ． グ リシ ン ， M g
十 2 の 影響
し グ ル タ ミ ン 酸 お よ び グ リ シ ン は 濃度依存性 に
亡3HコT C P結合 を高め ， 10JL M L－グ ル タ ミ ン 酸 お よ び
10メ M グリシ ン存在下 で の 仁3HコTCP 結合 は それ ぞれ





は ， 3 へ 30叫 M の 濃度範囲 で は し グ ル タ ミ
ン酸や グリ シ ン と 同様 に 仁3HコT C P結合 を濃度依存性
に増加さ せ た が ， 1m M 以上の 濃 度 で は反対 に亡3Hコー
T C P結合を抑制 した く図1 Bl． し グル タ ミ ン 酸あ る い
はグリ シ ン は Mg
2＋
の 仁3HjT CP 結合促進効果 に 対 し
て相加的に 作用 し ， しか も ， L－ グル タ ミ ン酸 は M g
2＋
で活性化さ れ た 仁刊コ T C P結合の親和性 を著明 に 高
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親和性側に シ フ トさ せ た く図2ナ．
工1 ． 仁aHコT C P結合 に 対す る競合的 NM D Aア ン タ
ゴ ニ ス トの 結果
競合的 N M D Aア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る C P Pお よび
D－A P5 は， し グル タ ミ ン 酸， グル シ ン お よ び M g2＋ 非
存在下で の 仁刊コT C P結合 に は影響を与え な か っ た ．
しか し， C P Pお よ び D－A P5 は低濃度 の Mg
2 十
に よ っ
て 活性化 さ れ た 仁3即 TC P結合 を強 く抑制 し た く図
31． M g2 ＋ に よ っ て 活性化さ れ た 仁3HコT C P結合 に 対
する CP Pの 桔抗 は非競合的で あ っ た く図41．
次に ， 1ノ上 M しグル タ ミ ン酸 ， 1 月 M グ リシ ン お よ
び 300JL M M g
2＋
に よ っ て活性化され る E3HコT C P結
合 に 対す る C P Pの 指抗作用 を比 較 した ． C P P は漉度
依存性に 1ノノ M し グル タ ミ ン酸 ， 1メイ M グ リシ ン お
よ び 300JL M Mg
2＋
に よ っ て活性化さ れ る E3HコT C P
－10gLMg2 ＋コM
Fig． 2． Effe cts of Mg
2＋
o nthe spe cific binding
OfE3HjTC P． 亡3HjT C P binding a ss ays wer e
C O ndu cted with inc re as lng C O n C e ntr atio n s of
M g
2＋ in the abs en c eくOlo rin the pr es e n c e of
lOJL M glycin eく■Ia nd 10p M しgluta m ate
く11． T he re sults a r ethe a v e rage sof triplic －
ate dete rmin atio n s fr o m a repr e se ntativ e
e xpe rim entthat w a s r ep ated thre etim es with
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－Iog仁Mg2＋コM
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－Iog ヒMg2 ＋コM
Fig． 3． E ffe cts of C P Pa nd D．A P 50 n Mg
2十
stim ulated 亡3HコT C P bind ng． E3Hコー
T C P binding a s says w e r e c o ndu cted with in c r e a sing c onc entr atio n s of Mg
2＋ in
the pr es e n c e of C P Pa nd D－A P 5at c o n c e ntr atio n s of lJL M a nd lOOJL M ． T he
r es ults a r ethe a v e r age s of triplic ate deter min ation sfro m a r epr e se ntativ e
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B o u nd什m oけ
Fig■4． Sc atcha rd plots of仁3HjTCP bindingin thepr e s en c eor abs e n c e of C P P．
E3HコT C P binding w a s m e a su r ed in the follo w lng r e a Ctio n mixtu r e こ5m M
Tris－H E P ES buffe r， pH 7．6， 5nM E3HコT C P， 300JL M MgS O． withく争lo r witho ut
く010．5JL M C P Pat 23
O
C fo rl ho u r． No n specific binding w a sdefin ed with 30
JL M C P P． T he r es ults w e refr o m a single r epr e se ntativ e expe rim e nt from a
total ofthree e xpe rim ents， e aCh perfor medin triplic ate．
NM D AIP C Pレ セ プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体
結合に 対 して 抑制的に 作用 し たが く図 5AI． 興味 あ る
ことに ， M g
2＋ に よ っ て活性化され る E3HjTC P結合
が最も強く抑制さ れ た ■ その 順序 は ． M g
2＋ ン グ リ シ ン
ンしグ ル タ ミ ン 酸で あ り ， グ リ シ ン に よ っ て 活性化 さ












よる そ れ に 比 べ て約1ハ0， し グル タ ミ ン 酸に よ っ て 活
性化さ れ る 亡3王1コT C P結合 に 対す る抑制は約1ハ00で
あ っ た く表 1ト 同様 の 結果 が D－ A P 5， D， L－A P7 ，
し A P 5の 抑制効果 に つ い て も 得ら れた く図5 B， C， Dl．
M g
2＋
に よ っ て活性化さ れる E3HコT C P結合に 対 す る
－10g亡ト A P 5コM
ユ 2
Fig． 5． E ffe cts of c o mpetitive NM D Aa ntago nists in cluding C P P， D－ A P5， D，
L－ A P7 a nd L－ A P 50n the specific binding of仁3HコT C P． E3 HjT C P bind ng
a ss ays w e re c o ndu cted with incre a sing c o n c e ntr atio n s of C P PくAJ， D，A P 5くBl，
D， し A P 7くCJ a nd L． A P 5m lin the pre s enc e of300FL M Mg
2＋
くOI，1JL M glycin e
く砂1 a nd lJL M しgluta m ateくAン． T he r es ults a r e o n e representative e xpe rim e nt
fro m atle a st thr e etim e s s epa r ate expe rim e nts e a ch pe rfo r med in triplic ate．
Tablel． T he IC5C V alu e s of c o mpetitiv eN M D Aa ntago nistsfo rt3H汀C P
binding stim ulated by 300JI M Mg
2 ＋
， 1FL M glycin e o rlFL M
Lgluta m ate
工C58くル Ml
dr ug c o ntr oI Mg
2 ＋
glycin e し gluta m ate
C PP N 王 0．4 27 士0． 43 4．60士1．03 36．0 士3．8
D－A P 5 N 王 0．626 士0．187 5．76士2．43 27．3 土9．2
L－A P 5 N 王 55．1 士20．3 238 士53 449士177
D， し A P 7 N 王 4．16 士0．70 16．2 土5．2 818 士145
Ea ch v alu e r epr es e nts the m e a n士S．E． of at le a st thr ee separate
e xpe rim e nts do n ein triplic ate ． T he IC50 V alu eis the v alu e of the cold
liga nd c o n ce ntr atio n which redu c e sthe spe cific binding of the hotliga nd
by 50 ％of its initial v alu e． N I， n Oinhibitio n．
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抑制効果は C P Pお よ び D－ A P 5 が最も 強く ， そ の 程度
は ば ぼ 同じで あ っ た く表 1ト
m ． 仁3日コT C P結合 に対 す る グリ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス
トの 効果
1ノノ M し グル タ ミ ン酸 ， 1月 M グ リシ ン お よ び 300
JL M Mg
2十 に よ っ て 活性化 され る 仁3HコT C P結合 に 対
す る 3 種額 の 選択的 グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト ，
7 6 与 4












D CQX， 7－CIK Y N Aお よ び H A－9 66の 影 響 を ， 図6 お
よ び 衰2 に 示 し た ． 検討 し た 3種類の ア ン タ ゴ ニ スト
の い ず れ も し グ ル タ ミ ン酸 ， グ リ シ ン お よび Mg2十弗
存在下で の 仁3HコT C P結合 に 影 響 を与 え なか っ た 懐
21． D CQX は， し グ ル タ ミ ン酸 お よ び M g
2十 に よ っ て
活性化さ れ る 亡3BコTCP 結合 に 対 す る抑制 に 比 べ て ，
グ リ シ ン に よ っ て活性化 さ れ るE3HコTCP 結合を最も
Fig． 6． Effe cts of sele ctiv eglycin e a ntago nists in cluding D CQX， 7－ CI K Y N Aa nd
H A－9660 n the spe cific binding ofE3HjT C P． E3HjT C P binding a ss ays w e r e
C O ndu cted with in c r e a sing c o n c e ntr atio n s of D CQX くAl， 7．CI K Y N AくBl a nd
H A－966くClin the pr e se n c e of 300JL M Mg2＋く01， 1JJ M glycin eく争1 a nd lJL M
し gluta m ateくAl． T he re s ults a r e o n e repr s e ntativ e e xpe rim e ntfr o m atle a st
thr e etim e s sepa r ate e xpe rim e nts e a ch ru nin triplic ate．
Table2， T he IC5C V alu es of s ele ctiv e glycin e a ntago nists fo rr
3HコT C P
binding stim ulated by 300JI M Mg
2 ＋
， 1p M glycin e o rlp M
LTgluta m ate
工Cs．く声 Mう
dr ug CO ntrOI Mg
2 ＋
glycine L－gluta m ate
D CQX N 工 2．90 土0．14 0．734士0．305 2． 1士0．81
7 － C I K Y N A N 工 5．63 士1．65 5．94 士0．88 4．62 士1．85
H A－ 966 N l 13．7 土1．2 10．3 土0．9 N 工
T he re s ults a r e e xpr es sed a s the m e a n士S．E． fo r at le a st thr e e
experim e nts e a ch pe rfo r m ed in triplic ate． N I， n Oinhibitio n．
N M D AIPCP レ セ プタ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体
抑制した ． H A
－966 は
，
グ リ シ ン お よ び M g
2十 に よ っ て
瀞酎ヒさ れ る 仁
3HコT C P結合を同程度 に 抑制 した が ，
しグル タ ミ ン酸 に よ る仁3即 T C P結合 の 活性化 に 対 し
ては抑制的に 作用 しな か っ た ． 7－CI K Y N A は L－ グル
タ ミ ン 酸， グ リ シ ン お よ び M g
2や
に よ る仁刊コT C P結
合の活性化 を と も に 抑制 した が ， 抑制の 程度 に 有意な
差は認め られ なか っ た ． Mg
2十
に よ っ て 活性化さ れ る
仁3HコT C P結合 に 対す る 3種類 の グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ
ス トの 抑制 の 程度 を比 較 す る と ， DCQX が最 も 強
か っ た く表2I．
考 察
本研究で使用 し た大脳皮質 よ り の 膜 標品 は ， 仁3Hコ．
T C P結合 に 影響 を与 える 内因性因 子
，
例 えば し グ ル
タミ ン 酸や グリ シ ン な ど を除去す る 目的 で 凍結 ． 解
凍， プレ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 加 え て 頻 回 な 洗浄 と
い っ た操作 を行っ て調製 さ れた ． その 結果， し グ ル タ
ミ ン酸に よる 活性化 の程度 は ． 過去の 報告52 ト 鶉Iの 2倍
に達し， また ， グ リ シ ン に つ い ても 同 じよ う に 過去の
報告
瑚抑 に 比 べ て L3IiコT C P結合活性化 の 程度 が著 し
か っ た ． こ れ ら の 結果 は ， N M D AノPCP レ セ プ タ ー イ
オ ンチ ャ ン ネ ル 複合体上 に 高親和性 M g
2十 結合部位の
存在 を初め て 示唆 し た Ho ri らの 報告お， の成績と 一 致
する ． ま た ， 強力 な競合的 NM D A アン タ ゴ ニ ス トで
ある C P P， D－A P 5 およ び D， し A P 7 は， 過去 の 報
告S2 騨 7ト 591と異 な り ， E3HjT C P結合 に 影響 を与 え な
か っ た ． 選択 的 グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る
DCQX，7－CIK Y N Aお よ び H A－966 でも 同じ よう な 結
果であ っ た ． 以 上 述 べ て き た 本研究で 得 ら れ た 結果
は． 仁刊 T C P結合 に 影響 を与え る 内因性因 子 と 考 え
られて い る し グ ル タ ミ ン 酸や グ リ シ ン が 今 回 用 い た
膜標品か ら は十 分 除去 さ れ て い る こ と を意味す る ．
Ho ri ら は ， こ の よ う な 膜標品を使用 す る こ と に よ っ
て低濃度 M g
2 ＋に よ る E3HコT C P結合活性化の 効果を
過去の 報告 耶 2 醐 粒 ，に 比 べ て よ り鮮明 に 認め ， 従来 か
ら知られ て い る イ オ ン チ ャ ン ネ ル 内 に 存在 し ， 電位依
存性に F3HコT C P結合 を阻害す る M g2十 結合部位の 他
に ， 内因性 ア ミ ノ 酸 が 十分に 除去さ れ て い な い 膜標品
で は十分 に 識別が 困難で あ っ た 高親和性 M g
2＋ 結合部
位が存在 する こ と を 指摘 し た ．
さ て， 高親和性 M g
2＋ 結合部位と グル タ ミ ン 酸結合
部位くある い は N M D Aレ セ プ タ ー 1 と グ リ シ ン 結合
部位と の 関連性が 示唆 さ れ て い る こ と は 既に 述 べ た通
りで ある誌，． しか し
， 未だ 高親和性 M g
2十 結合部位 の薬
理学的性質 は全く不 明 で あ る ． 本研究 で は ， 先ず高親
和性 Mg2＋結合部位 と グ ル タ ミ ン 酸結合部位 の 機能的
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くある い は 解剖学的さ相互 関係 を明ら か に す る 目的で
低濃度 M g2十 お よ び し グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 仁3別－
TC P結合活性化に 対す る競合的 N M D A アン タ ゴ ニ
ス トの 影 響 に つ い て比 較 検討 し た ． そ の 結果 ． C P P，
D－A P 5， D， し AP 7 のい ずれ も が L． グ ル タ ミ ン酸 に よ
るE3HコT C P結合活性化に 対 し て だけ で なく ． 高 親和
性 Mg
2十 結合部位を介す る活性化に 対 して も濃度依存
性に 抑制 した ． さ ら に 注目 す べ き こ と は ， い ずれ の
N M D Aア ン タ ゴ ニ ス ト も高親和性 M g2＋ 結合部位 を
介す る 亡3HコT C P結合活性化に 対 する 抑制が し グ ル
タ ミ ン 酸に よ る仁3HコT C P結合活性化 に 対す る抑制 に
比べ て50句 2 00倍強か っ た こ と で ある ． こ の こ と は ．
強力 な競合的 N M D A アン タ ゴ ニ ス トと 考え られ てき
た C P P， D－A P 5， D， L A P 7 が グリタ ミ ン酸結合部位よ
り む しろ 高親和性 Mg
2＋結合 部位 に 対 して強 い 親和性
を有す る こ と を 示唆 して い る ．
最近
，
N M D Aレ セ プ タ ー の 脳内分布が N M D Aア
ゴ ニ ス トで あ る L一仁3Hコgluta m ate に よ っ て 標識 さ れ
る もの と N M D Aア ン タ ゴ ニ ス トで あ るE3HコC P Pに
よ る標識で得 ら れ たも の と の 間で 異な る と い う 報告が
なさ れ た
錮
． ま た ， L－E3Hコglutam ate が結合す る 部位
の 分子 量 は 121
，
000 Da で あ り ，亡刊コC P P結合部位 の
分子 量 209．000 Da と比 較し て はる か に 小 さ い と い う
報告も あ る637 ． こ れ らの 知 見は ， 競合的 N M D A アン
タ ゴ ニ ス トが N M D Aア ゴ ニ ス ト結合部位と異な る 部
位 を認識 し て い る可能性 を示 唆 し て い る62曲 ． 競合 的
N M D A アン タ ゴ ニ ス トが グ ル タ ミ ン 酸結合部位 くあ
る い は N M D Aレ セ プ タ ー I を介す る 亡3HコT C P結合
よ り む し ろ 高親和性 M g
2十 結 合部位 を介す る仁3I叶
T C P結合 を選 択的に 抑制 し たと い う本研究 で の 成績




， 高親和性 M g2＋ 結合部位 の 存在 ， 同部位
と 競合的 NM D A アン タ ゴ ニ ス ト結合部位が機能的に
き わ め て密接な相互調節作用 を有す る こ と を示 唆 して
い る ．
と こ ろで 最近 ， 1JL M の グ リ シ ン に よる E3HコT C P
結合の 活性化が 50声 M の D－ A P 7に よ っ て完全 に 抑 制
さ れ る と報告さ れ て い る 叫 ． 本研究で も ， 検 討 し た い
ず れ の 競合的 N M D A アン タ ゴ ニ ス ト も グ リ シ ン に
よ っ て活性化さ れ る 仁3即 T C P結合を濃度依存性 に抑
制し ， し か もJL M オ ー ダ ー の 濃度で E3HコT C P結合を
完全に 抑制 した ． こ の 成績は ， 競合的 N M DA アン タ
ゴ ニ ス トが グリ シ ン 結合部位 に も 作用 する 可能性 を示
唆 し て い る ． し か し ， D－A P 5， D－A P7 は ，L3Hj－
glycine 結 合 に 対 し て は5 0％前後 の 抑制 し か 示 さ な
か っ たと の 報告が あ る 呵 ． AP 5 はE3Hコglycin e結合 を
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完全 に 抑制す る が ，工C知 は148ノノ M と高濃度 で あ り ， 他
方 ， C P P は 1m M とい う 高濃度 で あ っ て もF3Hj－
glycin e結合 を27％ しか抑制 し な か っ た とい う 報告 も
あ る
66，
． ま た ， 別 の 報告で は ， 仁3Hコglycin e結合 に 対す
る C P Pの 1C即 は 1200メ M で あ っ た と い う
67I
． 以 上 述
べ て き た 諸家の成績 は ， 競合的 N M D A アン タ ゴ ニ ス
トの グ リ シ ン結合部位に 対す る作用 が直接作用 で な い
こ と を示 唆 して い る ． した が っ て ， 本研 究で 見 い だ さ
れ た グ リ シ ン に よ るL3HコT C P結合 の 活性化 に 対す る
競合的 N M D A アン タ ゴ ニ ス トの 抑 制作 用 は 間接的で
ある可能性が高い ． さ ら に ， C P P， D－A P 5， D， L－ AP 7
の い ずれ も グリ シ ン に よ っ て 活性化さ れ る 仁3別 TCP
結合 に 対す る 抑制 が L－ グル タ ミ ン 酸 に よ る H 廿
T C P結合 の 活性化 に対 する 抑制 よ り 5 へ 50倍 強 い と
い う 結果が得 られ た ． こ の よう な結果 は どの よう な機
序 に よ る も のか 現在の と こ ろ 不明 で あ り ， 高親 和性
M g
2 ＋結合部位 ， し グ ル タ ミ ン 酸結合部位 ， グ リ シ ン結
合部位と の 間の 相互 調節作用 を さ ら に 詳細に 検討 す る
こ とが 必要であ る ．
今 回調 べ た 3種類の選択的 グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト
の グリ シ ン お よ び L－ グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 亡3HコT C P
結合 の活性化 に対 す る 抑制作 用 の 程度 は諸家 の 報
告 刷 とお お む ね 一 致 し て い た ． 一 方 ， こ れ ら 3種類 の
グリ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス トの 高親和性 M g
2 十結合部位 に
対する作用 に関す る研究 は未 だ報告 さ れ て い な い ． 検
討 した い ずれの グリ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト も 高親和性
M g
2 ＋結合部位を介 し て活性化 され る 亡3HコT C P結合
を完全 に抑制し た ． 特 に 注 目 さ れ る の は ， 従 来 の 報
告嶋 頗 別 の 通り B A－966 は し グル タ ミ ン 酸結合部位 に
は作用しな い に も拘 らず ． グリ シ ン に よ っ て 活性化さ
れ る 亡里コT C P結合と ほ ぼ同程度 に 低濃度 の M g2 ＋ に
よ っ て 活性化 され る E3HコT C P結合 を抑制 し た こ と で
あ る ． こ れ らの 結果は ， 高親和性 M g2 ＋結合部位 の 存
在が より確 か な も の で ある こ と を 示 唆 して お り ， さ ら
に 高親和性 M g2 十結合部位と グリ シ ン 結合部位 と の 間
に 緊密 な相互調節作用 が 存在 す る こ と を窺わ せ る ．
結 論
非常に よ く洗浄 した ラ ッ ト大脳皮質 の 膜標品に 対 す
る 仁3HコT C P結合を指標 と して ， N M D AIP C Pレ セ プ
タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体 に お け る高親和性 M g
2 十
結合部位 の 性質 を競合的 N M D A アン タ ゴ ニ ス トお よ
び 選択的グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト を用 い て 調 べ た と こ
ろ ， 以下の 知見 が得 られ た ．
1 ． 1ノ上 M し グル タ ミ ン 酸 ， 1 〆 M グ リ シ ン お よ
び 300FL M Mg
2＋
に よ っ て活性化 さ れ る E3HIT C P結
合 に 対 す る 競合的 N M D A アン タ ゴ ニ ス ト で ある
C P P， D －A P 5お よ び D， L－A P7の 影響 を比 較 したとこ
ろ
，
い ずれ の N M D Aア ン タ ゴ ニ ス トも それ ぞ れ濃度
依存性 に 仁3HコT C P結合活性化 を完全 に 抑制 した ． い
ずれ の N M D Aア ン タ ゴ ニ ス トも低 濃度の Mg2＋ によ
る と刊コT C P結合の活性化 を最も強く抑制 し ， その 慣
序 は ， M g
2＋
ン グ リ シ ン ン し グル タ ミ ン 酸で あ っ た ．
2 ． 1ノノ M し グル タ ミ ン 酸， 1 声 M グ リシ ン およ
び 300JL M Mg
2＋ に よ っ て活性化さ れ る L3HコT C P結
合 に 対 す る 選択的 グ リ シ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト であ る
D CQX， 7－CIK Y N Aお よ び H A－966の 作用 は以下の通
り で あ っ た ． D CQX は L－ グ ル タ ミ ン 酸 お よ び Mg2＋ に
よ る仁3HコT C P結合活性化に 対 す る抑制 に 比 べ て グリ
シ ン に よ っ て 活性化さ れ る 仁3HコT C P結合 を最も強く
抑制 した ， H A－966は グ リ シ ン お よ び M g
2十 に よ っ て
活性化 され るE3HコT C P結合 を同程度に 抑制し たが，
し グ ル タ ミ ン 酸 に よ る亡3王iコT C P結合の 清性化に 対し
て 抑制 を示 さ な か っ た ． 7－CI K Y N Aは し グル タミ ン
酸 ， グ リ シ ン お よ び Mg
2十 に よ っ て 活 性化 さ れ る
亡里コT C P結合 を同程度 に 抑制 した ．
3 ． M g
2十 に よ っ て活性化さ れ る 仁
3
HコT C P結合に
対 す る 抑 制効 果 は ， C P P毒 D－A P 5D CQXンD，
し A P 7ン7．CIK Y N Aン H A－966の 順序で あ っ た ．
以上 の 結 果 は ， NM D AIP C P レセ プ タ ー イ オ ン
チ ャ ン ネ ル 複合体 に 高親和性 M g
2十 結合部位が存在す
る と い う 推論 を強 く支持 す る知見であ り ， また同部位
と競合的 N M D Aア ン タ ゴ ニ ス ト結合部位が機能的に
き わ め て密接 な相互調節作用 を有す る こ と を示 してい
る ． さ ら に 高親和性 M g
2＋ 結合部位 がグリ シ ン 結合部
位 と の 間 に も 緊密な相互調節作用 を有す る こ とが推測
さ れ る ．
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A bstract
Recendy， u S mg e Xten Sively wa shedr at cortical m e mbr an eS， the high af h ity Mg2＋ binding site，
thro ugh which low co n c e n tr ado ns of Mg2＋ Stim ulater3HITCP binding， ha sbee nfbund o nthe N－
m ethyトD
－a SPartaeくNM D AJIphe ncyclidineくPCPlreceptorion chan nelc o mplex ． In additio n，ithas
bee n suggested thatthe high affin ty Mg
2＋ binding sitem ay have fun ction al int era c tions with
rec ognitio n sitesfo rし gluta mateくor N M D AJ a nd glycine． In order tofur ther clarify the
Pha m acologicalproperties of the high a肋 1ity Mg2＋ b in ding site， the e触 cts ofc om petitiv eN M D A
an tagOnists andselective glycin e an tagOnists onthebinding oft3HIN －くトt2－ th ieny1 cyclohexylJ－3，4－
Pipe ri din eくt3HjTCPI w ereinv e s tigated－ Co mpe titiv e N M D Aant ago nists， 3 －くく士J－2－
C arboxypiperazin－4－ylJprop yl－1－phosphomic acidくCP PJ， D －2－a min o－5qphosphonopent an O a teくD－
AP5J and 2－ amin o－7qpho sphon ohept an O ateの ， L－A 叩 ， inhibited n ot only しglutu nate－Stimulated
PHIT CP binding but alsothat stim ulated by both Mg2＋ and glycine in a c on centradon dependent
m an n er． Al 1the N M D AantagO nists tested， C O mpletelyinhibited ther3HITCP binding which w as
Stim ulated by lFLM L－glut an ate，1FLM glyclne and3 00FL M Mg2十 ， and m ostpotentlyinl1ibited Mg2＋ －
S tim ulatedi 刊TCPbinding． T he order ofpote ncy w asMg2＋ － ，glycine－，L－glut am ate－ Stim ulated
r3HIT C P binding． Sele ctiveglycin e an tagOnists， 6， 7－dichloroquin oxal in e－2， 3－dioneくDCQXJ， 7－
Chlor okyn ur enic acidく7－CI K Y N Al and 3－ amin o－ トhydroxyq2－Pym01idon eくH A－966l， inhibited no t
N M D AIP C Pレ セ プタ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体 893
Only glycin e
－Stimulatedt3HITCP binding but als o that stim ulated by Mg2＋ in a c o n c entration
dependentm an n e r－ DCQX and 7－CI K Y N A， bu t n otH A－ 966， C O mPletelyinhibited し glut am ate－
Stim ulated PHITCPbinding． T hese丘nd ings support the the ory thatthe higha伍nity Mg2＋ binding
Siteexists onthe N M D AIPCPreceptorion cha m elco mple x， and sug gesthatthe higha琉nity Mg2十
bindingsitefun ction a11yintera cts wi ththe re c ognlt1 0 n Sitefor the c o mpetitiveN M D Aan tagOnistin a
reciprく光al fashion■ h additon， a funcdo nalinteractionbetw eenthe higha伍nity Mg2＋ binding site
a ndglycine site ar ealsoin dicated．
